

















非常に重要な役割を持つ CD45 をまず研究標的とした。CD45 は、白血球およびリンパ球表面に豊富に存在す
る細胞膜型のチロシン脱リン酸化酵素(PTP)である。CD45 の Mφの抗腫瘍活性化における役割は、現在全く不
明である。そこで、我々は、CD45 ノックアウトマウス由来の Mφ(CD45KOMφ)と野生型 Mφの抗腫瘍活性化を
比較検討した。また、CD45 の特異的阻害剤を野生型 Mφと培養 Mφ細胞株に作用させることにより、先天的
に CD45 を欠失した Mφで得られた実験結果の再現が得られるか否かを検討した。実験の結果、腫瘍細胞株を
標的とした抗腫瘍アッセイでは CD45 欠失 Mφもしくは CD45 阻害剤処理 Mφは、正常 Mφよりも強い抗腫瘍活
性を示すことが明かとなった。一方、CD45KOMφでは、正常 Mφよりも TNF-α(Tumor Necrosis Factor α)
産生誘導能力か劣っていた。また、CD45 阻害剤で処理した正常 Mφでも TNF-α産生の阻害が認められた。こ
れらの結果は、一見、相反するものであるが、以前より、過剰産生された TNF-αは、抗腫瘍エフェクター分
子として機能せず、むしろ、腫瘍の増殖を強めるという報告があり、これらの報告に基づけば、我々の結果
は納得のいくものである。また、CD45 欠失もしくは CD45 阻害剤による細胞内シグナルへの影響は、特に


































 CD45 は全ての有核造血系細胞表面に多量に発現し、以前は白血球共通抗原 (LCA) として、白血球の細胞
表面マーカーとして。多くの研究に寄与してきた 17-19)。タンパク質としての分類としては、I 型膜貫通タン
パク質であり、細胞内領域は 2つの Protein Tyrosine Phosphatase ドメイン(PTP ドメイン)からなる、受容
体型チロシンホスファターゼである。2つの PTP ドメインのうち、ホスファターゼ活性が認められるのは、N
末側の PTP ドメインのみであり、C 末側の PTP ドメインは基質との結合やホスファターゼ活性の制御に関与
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しているのではないかと考えられている 20, 21)。また、CD45 のホスファターゼ活性の制御機構については、二
量体化することにより相互に酵素活性を抑制する「ウェッジモデル」が提唱されている 22-25)。このモデルに
よると、CD45 の膜貫通部位直下に存在するアミノ酸配列ループ (ウェッジ) が互いに立体干渉することで、




 CD45 に関する上述の報告やこれから述べるシグナル伝達への関与は、1989 年から 1992 年にかけて次々と
樹立された CD45 欠損 T 細胞株、そして 1996 年に作製された CD45 欠損マウス (9 番目のエクソン欠損) を用
いた研究が大いに貢献している 28, 29)。最も研究が進んでいる T細胞において、CD45 欠損マウスでは T細胞の
発生・分化に異常がみられ、未熟な胸腺細胞 (CD4+CD8+) の分化段階で停止し、CD45 欠損 T 細胞株では T細
胞抗原受容体 (TCR) を介した抗原刺激を与えても活性化しないことが報告されている 27, 28)。また、CD45 欠
損未熟 B細胞株では B細胞抗原受容体 (BCR) を介したシグナルが刺激以前から亢進しており、正常な制御が
なされないことが報告されている 30, 31)。これら TCR や BCRを介した活性化には、前述のように SFK と呼ばれ
るチロシンキナーゼによるリン酸化シグナル伝達が必須であることが知られている。そして、この SFK を正
にも負にも制御しうるポテンシャルを持つ分子が CD45 なのである 18, 19)。 
 一方、CD45はサイトカイン受容体のシグナル伝達にも重要な役割を担っていることが報告されている 32-34)。
サイトカインが受容体に結合すると、その細胞内ドメインに会合した Janus kinase (JAK) を介して細胞内











 CD45 欠損マウス 28)は、Background Strainが C57BL/6OlaHsdである B6.129-Ptprctm1Holm/J (17-25週齢、雄
あるいは雌) を富山大学大学院・医学薬学研究部医学領域・免疫学講座より恵与されたものを用いた。Control 
mice は、C57BL/6 Jms (17-25週齢、雄あるいは雌) を日本エスエルシー株式会社 (Hamamatsu Japan)より購





 マクロファージ細胞株 RAW 264.7 
 RAW 264.7 (murine macrophage cell line)39)を American Type Culture Collection (ATCC, USA) より購
入して用いた。細胞培養には Dulbecco's Modified Eagle Medium (Wako, Japan) (以下、Wako と略記) に
10%の非働化したウシ胎仔血清 (Nichirei Biosciences, JAPAN), 5×10-5M 2-Mercaptethanol (Wako) となる
ように加え、さらに抗生物質として Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B Suspension (Wako) を 10 
units/mL Penicillin, 10 μg/mL Streptmycin, 25 ng/mL Amphotericin B となるように加えたもの (これ
を DMEM completed Medium; DCM とする) を用いた。細胞は 37℃, 5% CO2の条件下で培養し、2〜3 日毎に継
代した。継代時には細胞を Phosphate-buffered saline (PBS) で 2 回洗浄した後、1×Trypsin EDTA 
(Invitrogen, USA) (以下、Invitrogen と略記) を用いて細胞を剥がし、細胞数を調整して培養した。継代
あるいは実験に用いた PBSの調製には、すべて Wako の特級試薬を用いた。 
 
TGC 誘導腹腔滲出マクロファージ (Peritoneal-elicited Macrophage; PEMs) の調製 
 5% TGC solution (TGC 培地顆粒; Nissui Pharmaceutical Co., Ltd, Japan) を PBS で希釈した後、高温
加圧滅菌 (120℃, 20 min) し、冷蔵保存したものをマウス腹腔内に 500 μL 投与した。投与 5 日後、HBSS 
(Hanks Balanced Salt Solution, Wako) を用いて、腹腔内を洗浄して細胞を回収した。回収した細胞を遠心 
(1800 rpm, 5 min) した後、顕微鏡下でマクロファージをカウントし、24 well plate (MULTIWELLTM 24-well 
Tissue Culture Plate; Becton Dickinson and 6 Company Franklin Lakes, USA)（以下、Becton Dickinson
と略記）に播き、培養した。2時間後、37℃ pre-warmed RPMI-1640 medium で 2 回洗浄して浮遊細胞を除去
し、付着した細胞を TGC 誘導腹腔滲出マクロファージとした。 
 
試薬 
 LPSは Lipopolysaccharide (E. Coli, 0111: B4)) (Sigma-Aldrich Co., USA) (以下 SIGMAと略記) を用
いた。PTP CD45 特異的阻害剤として PTP CD45 Inhibitor (Santa Cruz, USA) (sc-222223) 39)を用いた。 
 Western blot 解析には以下の試薬と抗体を用いた。 
 Albumin, from Bovine Serum (以下 BSA と略記)  (cat. No. A7906) (Wako) 、Phospho-p42/44 MAP Kinase 
(pERK1/2) (Thr202/Tyr204) Antibody (lot. #20) (cat. #9101S) (Cell Signaling Technology, Int., USA) 
(以下 Cell Signaling と略記) 、p42/44 MAP Kinase (ERK1/2) Antibody (lot. #20) (cat. #9102) (Cell 
Signaling) 、phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) Antibody (lot. #10) (cat. #9251S) (Cell Signaling)、
SAPK/JNK Antibody (lot. #5) (cat. #9252) (Cell Signaling)、phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182) 
Antibody (lot:#16) (cat. #9211S) (Cell Signaling)、p38 MAPK Antibody (lot. #8) (Cat. #9212) (Cell 
Signaling)、IκB-α Antibody (cat.# 9242S) (Cell Signaling), HRP Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (lot. 
#749183A) (cat. #656120) (Invitrogen, USA)  
 以上の抗体は添付カタログの指示にしたがって希釈した。一次抗体及び二次抗体の希釈には GELATIN 




 抗腫瘍活性の測定には、標的細胞中の CFSEの蛍光測定して行った。詳細は結果の Fig. 1に示す。 
標的細胞とエフェクターMφの表面マーカー解析には、以下の抗体を用いてそれぞれの基礎検討を行った。。 
Anti-TLR4 (MTS 5101) PE (Phycoerythrin) Antibody (lot. #A0203) (cat. #sc-13591 PE) (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) (以下 Santa Cruz と略記)、Anti-CD45 Antibody (104) 21)、Protein A-FITC conjugate 
は、矢倉英隆博士（東京都医学研究機構・神経細胞機能研究分野・参事研究員）より恵与された。 
 FACS解析は FITC を加え、または加えずに、遮光し 30 分間氷冷した。FACS buffer (3 % FCS, 0.2 % NaN3-PBS) 
を加えて細胞を洗浄し、FACS CantoTMⅡを用いて蛍光測定を行った。画像解析には Win MDIを用いた。 
 
TNF-αの測定 
 RAW 264.7を DCM に再懸濁し、24 well plate に 5×105 cells/wellずつ播き、37℃, 5% CO2の条件下で 2
時間インキュベートした。実験を行った 24 well plate を plateごと冷凍し、解凍した後に細胞を含む培養
液を遠心チューブに回収して遠心 (15000rpm, 4℃, 10 sec) し、上清の TNF-α産生レベルを Murine 
TNF-alpha ELISA Development Kit (Peprotech, USA) (900-K54) を用いて測定した。スタンダードとしてリ
コンビナントマウス TNF-αを用いて、TNF-αの産生レベルを ELISAにより測定した。 
 
Cell Lysate の調製 
 実験後の細胞は遠心チューブに回収して遠心 (1500 rpm, 5 min) した後に、pellet に 1% TNE (1% 
Triton-X100, 150 mMNaCl, 10mMTris pH 8.0, 1 mM Na3VO4, 1mM EDTA, 10μg/mL Aprotinin) 20 μLを加え
て懸濁させ、氷上で 10 分静置して溶解した。この溶解液を遠心チューブに回収して遠心 (15000rpm, 4℃, 10 
sec) し、この上清を Cell Lysate として用いた。 
 1% TNEを調製するのに用いた試薬は以下の通りである。TritonTMX-100 (Cat. No. 93443) (SIGMA)、Na3VO4 
(Cat. No. 450243) (SIGMA)、Aprotinin (Cat. No. A6279) (SIGMA)を用いた。その他の試薬は全て Wako の
特級試薬を用いた。 
 
SDS-PAGE と Western blot 解析 
 調製した Cell Lysate を Laemmli sample buffer (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) (以下、Bio-Rad と
略記) (5% 2-mercaptethanol添加) と 1:1で混合し、95℃で 10分間加熱し、室温まで冷却したものを SDS-PAGE
で展開した。SDS-PAGEは、全て 10% アクリルアミドゲルを用いた。泳動条件は以下の通りである。15 mA/gel
で 30 分間電気泳動後、25 mA/gel で泳動した。装置は、ミニプロティアンⅢ(Bio-Rad) を用いた。泳動後、
ゲルを Blotting buffer (25 mMTris、192 mM Glycine、20 % v/v Methanol、pH 8.3) で平衡化した。平衡
化後のゲルを Pure nitrocellulose membrane (Bio-Rad)に 90V、2 時間 transfer した。Transfer 後のメン
ブレンは、5% BSA-TBSにて over night blocking 後、TTBS (0.05% Tween 20-TBS, pH 7.4) で 2 回、TBS で
2 回洗浄した。この洗浄は 1 回につき５分間洗浄した。洗浄後、メンブレンは一次抗体と 4℃で over night
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反応させた。次に、メンブレンを TTBSで 2 回、TBS で 2 回洗浄し、二次抗体と 1 時間反応させた。反応後、
メンブレンを TTBS で 2 回、TBS で 2 回洗浄し、ECL発色キット (Amersham Pharmacia Biotech, Ltd., UK) 
で処理した後、FUJI MEDICAL X-RAY FILM RX-U (FUJIFILM Corporation, JAPAN) 上に露光した。また、同一
メンブレンを再び blot する 場合には HRP の阻害剤である NaN3 (5 % NaN3-TBS) を用いて、HRP の活性を非可
逆的に阻害した。Tween 20は Wako の特級試薬を用いた。 





と染色された腫瘍細胞の共培養イメージを Fig. 1A に示した。CFSE 染色直後を Day 0 とし、Day 1、Day 2
と細胞分裂に伴う段階的蛍光強度の半減、細胞数の増加、細胞の大きさ、および細胞内顆粒の状態を測定し




 共培養に用いる Mφとして、マウス腹腔より採取した腹腔滲出 Mφ（PEM）を用いた実験例を Fig.1Bに示し
た。無刺激 PEM(Mφ without stim)と共培養した標的腫瘍細胞は、共培養の影響が全く見られず、順調に増
































































































































































数値は 0となり、Mφの活性化が強いと数値は 100 に近づく。 




CD45 が Mφの TNF-α産生に及ぼす効果 
  
 
 TNF-αは、Tumor necrosis Factor–αの略であり、文字通り腫瘍を壊死させる抗腫瘍活性化 Mφより産生
されるモノカインとして知られている 41)。一般的な認識としては、腫瘍細胞の増殖抑性の直接実行分子とし
て考えられており､多くの論文では､単純に Mφの抗腫瘍活性と同義に扱われている 41, 42)。そこで、CD45 欠失
Mφと正常 Mφおよび正常 Mφを CD45 阻害剤で処理した場合の TNF-α産生量を測定した。この結果を Fig. 3
に示した。実験計画時の予想に反し、CD45KO-PEM では、野生型の PEM よりも TNF-α産生量はむしろ低いこと





 さらに、CD45 ノックアウトマウス由来の Mφで得られた結果を検証するため、Mφの細胞株として LPS産生
シグナルの解析が進んでいる RAW264.7 を Mφソースとした実験を行った(Fig. 3B)。RAW264.7 Mφセルライ
ンは、LPS 刺激により、正常 Mφと同等の TNF-α産生が認められるため、TNF-α産生に至シグナル解析によ
く用いられている細胞である。この TNF-α産生系に 10〜40μM の CD45 阻害剤 40)を添加すると、TNF-α産生
は、阻害剤無添加時の半分にまで低下した。 
 





 CD45 欠失もしくは CD45 阻害剤による Mφの抗腫瘍活性の増強と TNF-α産生抑制という相矛盾するデータ
が、細胞内のシグナル伝達分子のリン酸化の際として検出されるか否かを検討するため、LPS 依存的に誘導























































































































5. 考 察 
 CD45 欠損 Mφである CD45KO-PEMs を WT-PEMs と比較解析することにより、抗腫瘍活性における CD45 の役割
を検討した。データには示していないが、プレ実験として、少なくとも無刺激における細胞表面の LPS 受容
体の発現量に CD45 欠損の影響が認められなかった。一方、IFN-γ受容体の発現量は確認していないが、IFN-
γ単独刺激による PEMs の抗腫瘍活性には、CD45 の有無に対して差が認められなかった（データは示してい
ない）。CD45 は、IFN-γ受容体直下のシグナル分子である JAK ファミリーのリン酸化を制御して、受容体シ
グナルをネガティブに制御するという報告がある 32, 33)ので、むしろ IFN-γのシグナルに影響があるであろう
と当初期待したのであるが、この結果は興味深い。一方、LPS単独刺激において、WT-PEMs では、弱い抗腫瘍
活性しか認められなかったにもかかわらず、CD45KO-PEMs では、強い細胞増殖抑制が認められた。さらに IFN-
γ+LPS 刺激では、両 Mφの抗腫瘍活性が検出されたが、この場合にもやはり CD45 欠失 Mφは、野生型 Mφよ
りも高い抗腫瘍活性を示した(Fig.2A, B)。さらに、野生型 Mφを CD45 特異的阻害剤で処理すると抗腫瘍活
性の有意な増強が認められた(Fig.2B)。これは､今までに全く報告されていない興味深い結果である（Fig.2B）。 
 IFN-γ刺激は、LPS 依存性抗腫瘍活性化シグナルにおいて LPS 刺激を強力に補助して、標的がん細胞の増
殖を抑制するだけでなく、殺傷して腫瘍細胞数を減らしてしまうほどの細胞傷害を誘導することが示された 
ことは興味深い結果であるが(Fig.2)、この IFN-γによる LPS 刺激の synergy 効果についてはすでに報告が
あり 6-8)、IFN-γにより転写された IRF-8 (Interferon regulatory factor-8) が、LPS 刺激による TRAF6 (TNF 
receptor associated factor 6) のユビキチン化を促進させることによりシグナルを増強していることが影
響するものと考えられる。CD45 がない方が高い抗腫瘍活性を示す結果は、これらのシグナル伝達について
CD45 はむしろ抑制的に作用しているのかもしれない。 
 抗腫瘍 Mφの TNF-α放出量は、多くの論文で Mφの抗腫瘍効果発現の指標の一つとして扱われている。と
ころが、Fig.3に示したように CD45 を欠失もしくは CD45 阻害剤処理は TNF-α産生の低下をもたらした。樹





れない（データは示していない）ことから、むしろ CD45 が働く状態では過剰な TNF-αが抗腫瘍活性を抑制
している可能性がある。この可能性を検証するためには更なる実験が必要である。 
 CD45 欠失がもたらす、細胞内シグナル伝達への影響は、大変興味深いものであった。すでに CD45 の研究
が先行している T細胞やＢ細胞においては、CD45 欠失に伴いシグナルが無応答になる場合と過剰シグナルが
発生する場合の全く相反する報告がある 17-19, 29-31) 
 今回の Mφの場合は、T細胞やＢ細胞と異なり、全シグナルの遮断や増強が起こるのではなく、JNK のみが
過剰リン酸化されるという結果が得られた（Fig.4）。この結果は、さらに JNK 阻害剤を用いた実験などで検
証が必要であるが、JNK の活性化が Mφの抗腫瘍活性化の鍵につながるとすれば、大変有用な結果である。こ
の結果をさらに強めるデータとして、Fig.5 に示したように、Mφ細胞株を LPS 刺激で活性化する系において
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